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(57) Abstract 

A process is disclosed for screening vegetable expression cDNA 
clone banks by means of IgE antibodies from the serum of allergic pa- 
tients. This kind of screening is useful for finding polynucleotides 
whose the open reading frame cooes for allergenic proteins. These pro- 
teins are characterized by the fact that their allergenic biological activity 
matches that of natural vegetable allergens. 

(57) Zwiameftfassiug 

Die Erfindung bezieht sich auf ein Vcrfahren, bei welchem mit- 
tels IgE-Antik6rper. die aus AUergikerseren stammen, pflanzliche Ex* 
pressions-cDNA-Klonbanken gescreent werden. Diese Art des Scree- 
nings dient zur Auffindung von Polynuklcotiden, dercn offener Lese- 
rahmen fQr allergenwirksame Proteine kodiert Diese Proteine sind da- 
durch gekennzeichnet, da& ihre biologische Aktivitat als Allergen den in 
der Natur vorkommenden Planzenallergenen entspricht. 
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Verfahren zum Screenen einer Expressions-cDNA-KionpanK zur 
Auffindunq von Polynukleotiden 

Emleitunq ; 

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zum Screenen einer 
Expressions-cDNA-Klonbank zur Auffindung von Polynukleotiden, die 
in ihrem offenen Leserahmen fUr Proteine kodieren, deren bio- 
logische Aktivitat als Allergene den in der Natur vorkommenden 
5 Pf lanzenallergenen entsprechen. 

Mindestens 1056 der Bevolkerung leiden zu verschiedenen Zeiten des 
Lebens und in verschiedenem AusmaQ an Pollenallergien. Die Pati- 
enten klagen zur Zeit des Pollenfluges uber Juckreiz in der Nase, 

10 juckende und gerbtete Augen, Schnupfen, Lidodeme» ofters auch 
Husten und Asthmabeschwerden . Vorwiegend leichte, durch Wind 
ubertragene Pollen dringen zu den Schleimhauten der Augen und des 
Respi rationstraktes der Menschen vor, werden lokal teilweise 
aufgslost und fuhren bei Patienten mit genetischer Disposition, 

15 sogenannten Atopikern, zur Sensibi 1 isierung und damit zu erh5hter 
Produktion von IgE-Antikorpern gerichtet gegen verschiedene Pro- 
teine aus den Pollen. Es handelt sich dabei in den Monaten Febru- 
ar bis April um die Pollen von Baumen, wie z. B. Erie, Hasel, 
Birke, in den Monaten Mai, Juni und Juli, um die Pollen von Gra- 

20 sern und Getreiden sowie in den Monaten Juli und August um die 
Pollen von Unkrautern, wie BeifuB, Wegerich, Ampfer und GansefuB. 
Bei neuerlichem Kontakt verursachen die Pol lenproteine (Aller- 
gene) durch Verbindung mit IgE-MolekOlen an der OberflSche von 
Mastzellen in Schleimhauten eine Freisetzung von Entzundungs- 

25 stoffen, wie Histamin, Leukotrienen, chemotaktischen Faktoren, 
piattchenaktivierendem Faktor (PAF) u. a., und fOhren zu einem 



CRSATZBLATT 



wo 90/04025 



2' 



PCr/AT89/00058 



typischen Krankhei tsbild (Heuschnupf en, Pol lenasthma) , welches 
als allergische Reaktion vom Typ I bezeichnet wird. 

Die unangenehmen bis gefahrlichen Wirkungen einer Pol lenal lergie 
5 werden seit Jahrzehnten mit anti inf lammatorischen Medikamenten 
und/oder mit Hilfe der sogenannten Hyposensibiisierung behandelt. 
Letztere besteht in der Zufuhr von krankhei tsauslSsenden Pollen- 
proteinen in langsam stei gender Dosierung i.n Form von - Injektio- 
nen, oder, bei Kindern, in der Gabe von Tropfen bis zur Er- 

10 reichung einer deutlichen Abnahme der Symptome (Eintreten einer 
Toleranz). Diese Form der Immuntherapi e gilt auf Grund ihrer 
Erfolge als Basis jeder Therapie einer Pollenal lergie mit ausge- 
pragter Symptomatik. Voraussetzung fur einen guten Erfolg fur 
derartige Behandlungen ist allerdings, daB eine Diagnostik, die 

15 Hautteste, serologische Teste u. dgl . umfaBt, mit genau de- 
finierten Pol lenextrakten vorgenommen werden kann, und daS die 
Behandluhg mit dem die Pollenal lergie auslosenden Proteinen in 
adaquaten, exakt zu bestimmenden Konzentrat i onen vorgenommen 
wird. Bisher werden die Pol lenprotei ne dadurch erhalten, daB 

20 durch aufwendige' Verfahren die Pollen gesammelt werden, wobei zu 
bedenken ist, daB die gesammelten Pollen in der Regel eine 
, Mischung unterschiedl ichster Pf lanzenpol len darstellen, die an- 
schlieBend in aufwendigen Verfahren entmischt, gereinigt und 
auf gearbei tet werden mussen. Weiters ist es mit den bekannten 

25 Verfahren nahezu unmoglich, groBere Mengen eines reinen Pollen- 
proteins zu erhalten. Die eine Al lergie hervorruf enden Proteine 
sind namlich in unterschiedl ichsten Konzentrationen an und in den 
Pollen zugegen, oft abhangig von Klima, Jahreszeit und Wetter. 
Daher wird bei Verwendung von nicht standardisierten Extrakten in 

30 vielen Fallen den individuel len Gegebenhei ten der Patienten zu 
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wenig Rechnung getragen. was sich in mangelhaften Therapieer- 
folgen widerspiegelt. 



Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren der 
Seingangs genannten Art zu schaffen. mit welchem die fUr 
allergische Reaktionen einsetzbaren Allergene bzw. die fGr sie 
kodierenden Polynukleotide auf einfache und spezifische Weise 
aufzufinden sind. 

lOErfindungsgemSQ wird diese Aufgabe dadurch gelSst, daO die in der 
Expressions-cDNA-Klonbank exprimierten Proteine mittels aus 
Allergikerseren stammenden IgE-AntikOrpern identif iziert werden. 
Dadurch werden gezielt jene Proteine und die fOr sie kodierenden 
Polynukleotide erfaSt, die fUr die allergischen Reaktionen 

15 verantwortl ich sind. 

Der cDNA-Klon, der fur das im folgenden beschriebene Hauptaller- 
gen der Birke, Bet v 1, codiert, ist in hohem MaBe homolog zum 
dem Krankheitsresistenz der Erbse hervorrufenden Gen (55* Identi- 

20 tat, 70X Homologie der Sequenz ohne LQcken). Das Erbsengen ist in 
gesundem Gewebe nicht aktiv. wird jedoch bei Kontakt mit 
Pflanzenpathogenen in groQer Menge exprimiert. Es ist daher zu 
erwarten, daB dieses in hohem MaBe konservierte Gen zum Schutz 
transgener Pflanzen gegen PI anzenpathogene eingesetzt werden 

25 kann. 
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I) RNA"Iso1ation wurde durchgefuhrt aus: 

1) Biattern 

2) Inf loreszenzen, Wurzeln und Kallusgewebe 

3) Pollen 

von Betula verrucosa 

5 

1) Blatt RNA*Extraktion 

5g Blattmaterial , aufbewahrt bei minus 70° C Oder frisch ge- 
pfluckt und in flussigem N2 transportiert, wurde in einer rait 
10 gekuhlten Muhle zu Staub zermahlen. Dieser wurde in eine Reib- 
schale transferiert und folgende Losungen wurden hinzugefUgt: 

1 ) 8 ml Tris{hydroxymethyl )-aminomethan/Natrium-docdecylsulf at 
(Tris/SDS) Puffer (0,1 M Tris.HCl pH 8.0, U w/v SDS) 

2) 4 ml mit 1 M Tris.HCl, pH 8,0, gepuffertes Phenol 
15 3) 4 ml CHCl3/Isoamylalkahol (24:1) = CI 

Das zerriebene Gewebe wurde in dieser Mischung (1-3) zu einer 
feinen Suspension aufgerOhrt, in Corex-Rohrchen transferiert, 
kraftig gemischt und in einer Sorval Izentrif uge 5 Minuten bei 
6800 g und 4° C zentrifugiert. Es folgte eine nochmalige PCKPhe- 

20 nol-CHCl3-Isoamylalkohol )-Extraktion der welSrigen Phase, eine 
Phasentrennung durch Zentrif ugation bei 3000 g fQr 5 Minuten und 
nochmalige CHCl3-Extraktion der wSBrigen Phase. 2u dieser wurden 
10 volSK 2M CH3C00Na (NaAc) pH 5,8 und 250 volX absolutes Ethanol 
(EtOH) zugegeben und die gesamten Nukleinsauren uber Nacht bei - 

25 20° C gefallt. 

Diese wurden 10 Minuten in einem Beckrhann JS13-1 "swing out" 
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Rotor bei 3000 g und 4° C abzentrif ugiert, der uberstand verwor- 
fen, das Pellet mit 10% EtOH gewaschen und in inem Exsiccator 
getrocknet. Das Pellet wurde anschlieSend in 2 ml HgO aufgelSst 
und in Eppendorf geffiBe transferiert. Darauf folgt die Zugabe von 
5 150 mg festem NaCl/ml und Aufbewahrung der L5sung bei 4° C fQr 5 
Stunden. 

Die nach dieser Zeit ausgefallene RNA wurde bei 4*^ C und 15.000 g 
in einer Eppendorf Zentrifuge pelletiert. Das Pellet wurde mit 

10 0,5 ml 2,5 M NaCl gewaschen, die RNA wiederum wie oben pelletiert 
und der Waschvorgang wiederholt. AnschlieQend wurde das Pellet 
dreimal mit 0,5 ml 70% EtOH gewaschen, getrocknet und in 360 ul 
sterilem Wasser gel5st. Die Ffillung der RNA erfolgte durch Zugabe 
von 40 ul 2M NaAc, pH 5,8 ynd 1 ml absolutem EtOH bei -20° C uber 

15 Nacht. Die RNA wurde wiederum pelletiert, das Pellet zweimal mit 
0,5 ml 70% EtOH gewaschen, getrocknet und in 100 ul sterilem 
Wasser gelost. Die Aufbewahrung der RNA erfolgte bei -20° C. 

2) Inf loreszenzen. Wurzelmaterial und Kal lusgewebe: Cetvltri- 
20 methyl ammoni umbromi d ( CTAB )-Methode 

30 g Pf lanzenmaterial wurde in flQssigem N2 zerrieben und mit 
gleichem Volumen kochenden Extraktionspuf fer (2X CTAB, 100 mM 
Tris.HCl, pH 7,8, 20 mH EDTA, 1,4 M NaCl, IX beta-MercaptoStha- 

25nol) Ubergossen. Die Temperatur der LOsung wurde im Wasserbad 
unter RQhren auf 50° C gebracht, das Gemisch in SS-34 Zentrifu- 
genr5hrchen transferiert und mit gleichem Volumen CHCl3:Isoamyl- 
alkohol (24:1, CI) versetzt und vorsichtig vermengt. Zentrifuga- 
tion erfolgte 10 Minuten bei 17.400 g in einer Sorvall SS-34 

30 Zentrifuge bei Raumtemperatur . Die wSQrige Phase wurde in ein 
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zweites Rohrchen transferiert und ein Zehntel Volumen \0% CTAB- 
Losung zugegeben (10SB CTAB, 0,7 M NaCl), Darauf folgte eine noch- 
malige CI-Extraktion. 2ur abgehobenen waBrigen Phase wurde ein 
gleiches Volumen PrSzipi tationspuf f er (^% CTAB, 50 mM Tris, 10 mM 
EOTA, pH S,0) zugegeben und gut gemischt. Die Losung wurde 30 
SMinuten bei Raumtemperatur stehengelassen, dann die NukleinsSuren 
in einem SS-34 Rotor fur 5 Minuten bei 3000 g abzentrifugiert. 
Das Pellet wurde in 10 ml 1 M gepufferter .CsCl LOsung (50 mM 
Tris, 5 mM EDTA, 50 mM NaCl , pH 8,0) gelost. Es erfolgte eine 
Zentrif ugation uber einem Polster aus 5,7 M gepuffertem CsCl 
10(2 ml, 50 mM Tris, 5 mM EDTA, 50 mM NaCl, pH 8,0) fur 18 bis 20 
Stunden bei 120,000 g in einem "swingout" Rotor. Die RNA fand 
sich im Pellet, wurde in sterilem H2O gel6st, gefSllt und bei - 
20^ C aufbewahrt. 

15 3) RNA"Isolation aus Pollen 

500 mg Pollen wurden in einer Reibschale mit f einstzerriebenem 
Glasstaub unter flussigem Ng zermahlen. Es erfolgte eine soforti- 
ge Zugabe von: 10 ml PCI, 10 ml Homogenisierungspuf f er (10 mM 

20Tris, 200 mM NaCl, 5 mM MgCl2. pH 9,0) und 0,5 ml 20 % SDS- Es 
wurde bis zur Verf lussigung des anfangs noch gefrorenen Gemisches 
stSndig wei tergerieben. Dieses Gemisch wurde dann in ein SS-34 
Zentrif ugationsrohrchen transferiert und auf Eis gestellt. Die 
Reibschale wurde mit 5 ml Homogeni sierungspuf f er und 1 % SDS 

25 nachgewaschen. Die Losung wurde in Zentrif ugationsrohrchen unter 
standiger Zwischenkuhlung auf Eis 10 Minuten krSftig gemischt und 
danach 10 Minuten bei 3.000 g und 4° C zentrif ugiert. Es folgte 
eine zweimalige PCI- und eine einmalige CI-Extrakt i on der 
waBrigen Phase. Fallung der Nukleinsauren erfolgte durch Zugabe 
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von 10 vol x 3 M NaAc, pH 4,8 und 250 voix absolutem EtOH bei - 
20° C Uber Nacht. Nach 10 minUtiger Zentrif ugation bei 12.000 g 
und 4° C wurde das Pellet einmal mit 70J5 EtOH gewaschen, chne es 
von der Wand des ZentrifugationsrShrchens abzulOsen und in ge- 
5 ringer Menge HgO gelOst und auf Eppendorf gefaSe verteilt. Eine 
erneute Ffillung erfolgt durch Zugabe von 10 volx 3 M NaAc, pH 4,8 
und 250 volx absolutem EtOH. 

Anreicherung von poly (A)+RNA in alien Fallen (1, 2 und 3) er- 
10 folgte nach folgender Methode: 

Die RNA wurde fur 10 Minuten in einer Eppendorf Zentrifuge bei 
15.000 g und 4°C aus der Failung abzentr i f ugi ert . Das Pellet 
wurde in einem Exsiccator 10 Minuten getrocknet und anschlieBend 
in 300 ul sterilem HgO auf Eis resuspendiert. 

15 

Oligo dT-Zellulose wurde in 0,1 M KOH gut suspendiert. Diese 
Suspension wurde in eine 1 ml fassende, mit Quarzwolle verschlos- 
sene Plastiksaule gegossen und diese zu 3/4 gefOllt. AnschlieBend 
wurde die Saule.mit 5 ml 0,1 H KOH gewaschen und mit Wasser bis 
20 zur Erreichung eines neutralen pH-Wertes gespQlt. Die Sfiule wurde 
mit 4 ml Ladepuffer (0,5 M LiCl, 10 mM Tris.HCl, pH 7,5. 1 mM 
EDTA, 0,li6 SDS) aqui 1 i briert. 

Die RNA-Probe wurde mit einer 5 M LiCl-LOsung auf eine 0,5 M 
25 LiCl-Konzentration eingestellt, bei 60°C fQr 10 Minuten denatu- 
riert und dann auf Trockeneis rasch abgekUhlt. Die Probe wurde 
auf die SSule aufgetragen, mit 1 ml Ladepuffer nachgewaschen und 
nochmals auf die Sfiule aufgetragen. AnschlieBend wurde die saule 
mit 5 ml "middle rinse" Puffer (10 mM Tris.HCl, pH 7,5, 1 mM 
30 EDTA, 0,15 mM LiCl, 0,1J£ SDS) gespult. 
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Die Elution der poly(A)'*' RNA-haltige Fraktion erfolgte durch 
Spulen der Saule mit 8 x 300 u1 Portionen von auf 60°C erwarmtem 
Elutionspuffer (2 mM EDTA, pH 8,0, 0,1SK SDS). Die RNA wurde durch 
Zugabe von 3 M NaAc, pH 4,8, zu einer Konzentration von 0,3 M und 
5 300 volx absolutem EtOH bei -20°C Ober Nacht geffillt. 



II) RNA-Charakterisierung 
erfolgte durch 

10 a) Auftragen der Gesamt-RNA auf ein Pol yacry 1 ami d( 6X )-Harn- 
stoff {50X)gel und Elektrophorese unter Verwendung von 5S-, 16S- 
und 23S-RNAS als Vergleichsubstanzen (Fig. 1). 

b) Bestimmung der polyCA)"*" RNA-haltigen Fraktion nach oligo-dT- ' 
15 saule erfolgte durch Auftragen von Aliquots auf 156 Agaroseplatten 
mit 0,5 ug Ethidiumbromid/ml und Sichtbarmachung der Dots auf 
einem UV-Transi 1 luminator . 

III) cDNA-Svnthese 

20 

1 ug polyCA)"*" RNA wurde zur cDNA-Synthese in folgender Reaktion 
eingesetzt: 

a) Synthese des ersten Stranges: 
25 4 ul 5 X Puffer fur die Synthese des ersten Stranges 

(250 mM Tris.HCl, pH 8,3, 250 mM KCl , 50 mM MgClg, 50 mM 
Oithiothreit) 
1 ul 20 mM Natriumpyrophosphat 

1 ul humaner plazentaler RNAse-Inhibitor (20 U/ul ) 
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2 ul Desoxynukleotidtriphosphat-Mix (dATP, dGTP, dTTP: 10 mM; 

dCTP: 5mM) 
1 ul oligo dT (12-18) 1,6 mg/ml 
0,5 ul alpha ^^P-dOl? (5 uCi) 
5 ad 20 ul 

Nach Mischen erfolgte die Zugabe von 20 U reverser Transkriptase 
und danach Inkubation bei"42*^ C fOr 60 Minuten. Die Messung der 
Synthese des ersten Stranges ergab einen typischen Einbau von 
10 TOO. 000 cpm/ug RNA. 

b) Synthese des zweiten Stranges 
20 ul Reaktionsgemisch von a) 

20 ul 5x Puffer fur die Synthese des 2. Stranges (100 mM 
Tris.HCl, pH 7,5. 0,5 M KCl. 25 mM. MgClg. 50 mM 
15 (NH^)2S04, 50 mM Dithiothreit) 
5 ul alpha ^^P-dCTP (50 uCi) 
0,8 U Ribonuclease H aus E. coli 
23 U DNA Polymerase I aus E. coli 
ad 100 ul 

20 Mischen und Inkubieren: 12° C fur 60 Minuten, 22° C fQr 60 Minu- 
ten, danach 70° C fur 10 Minuten, Es folgte ein Abkuhlen des 
Reaktionsgemisches auf Eis, Zugabe von 2,0 U T4 DNA-Polymerase 
und Inkubation bei 37° C fur 10 Minuten (Hier konnte wie oben ein 
Aliquot zur Messung des radioaktiven Einbaues in den 2. Strang 

25entnommen werden; es ergab sich ein Einbau von SOX des Einbaues 
in den ersten Strang). 



Im weiteren erfolgte eine 2 malige PCI-Extraktion und eine ein- 
malige CI-Extraktion der doppelstrangigen cDNA. Gefailt wurde mit 
30dem gleichen Volumen 4 M NH.-Acetat und 200 volx absolutem EtOH fur 
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20 Minuten bei -70° C. Die cDNA wurde fQr 10 Minuten bei 15.000 g 
und 4° C abz ntrifugiert, das Pellet in 100 ul sterilem ge- 
15st und nochmals - wie oben angegeben - gefallt. Das Wiederum 
abzentrifugierte Pellet wurde mit 500 ul 70% EtOH gewaschen, 5 
5 Minuten wie oben zentrifugiert und in 20 ul ster. gelost. 

IVl cDNA Klonierung in lambda gt 11 

1) Methyl ierunq der cDNA zum Schutz interner Eco RI-Restriktions- 
stellen, Reaktionsgemisch: 

1 ug cDNA in 10 ul sterilem HgO 

4 ul 5 X Eco RI-Methylase-Puffer (250 mM Tris.HCl, pH 7,5, 5 mM 
EDTA, 25 mM Di thiothreit) 

2 ul 100 uM S-adenosyl-L-methionin (Stocklosung: 10 mM S-adeno- 
syl-L-methionin in 10 mM CH3C00Na-Puf f er , pH 5,0, Verdun- 
nung 1:10*^ in sterilem H2O kurz vor Gebrauch). 

4 ul steriles HgO 
20 U Eco RI Methyl ase 

Inkubation bei 37*^ C fur 60 Minuten, Enzymaktivierung bei 70*^ C 
fur 10 Minuten. 

2) Ligation der Eco RI-Linker: 5 ' d ( pGGAATTCC ) , 500 ug/ml . Lin- 
kerl igation: 

20 ul Methyl ierungsreaktion von 1) 
25 3 ul lOx Ligationspuffer (500 mM Tris.HCl, pH 7,5, 100 mM MgClg, 
200 mM Dithiothreit, 50 mM ATP, 50 ug /ml bovines Serum- 
albumin) 
2 ul Eco RI-Linker (0,5 ug/ul ) 
5 ul steri les HgO 
30 5 U T4 DNA-Ligase 
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Inkubation bei 15° C 16-20 Stunden. Hit Hilfe der T4 DNA-Ligase 
wurden die Eco RI-Linker an beiden Enden der cDNA ligiert. 

2J — Verdau de r Eco RI oelinkertPn cDNA mit Eco RI. 

Dadurch wurde ein einziges Eco RI "sticky end" an jedem Terminus de 
5 cDNA geschaffen und QberschGssige LinkermolekQle entfernt. Reaktion 
30 ul Reaktionsgemisch aus 2) 
10 ul I0x Eco RI Puffer 
60 ul steriles 

100 U Eco RI (1M Tris.HCl, pH 7.5, 0,5 M NaCl , 0,1 M MgClg) 
10 Inkubation bei 37° 0 fUr 5 Stunden. anschl ieOende Enryminakti- 
vierung bei 70° C fOr 10 Minuten. 

^ — Abtrennen der cD NA von OberschOssigen LinkermolekuTen 

Vor der Insertion der cDNA in lambda gt 11 miissen die uberschOs- 

15 sigen Linkermolekule abgetrennt werden, um nicht mit der Klo- 
nierung zu interferieren . Zur Trennung wurden kommerziell erhSlt- 
liche saulen verwendet, die mit 6 ml STE Puffer (5,84 g NaCT, 
1,21 g Tris, 0,37 g EDTA/1 , pH 8,0) gewaschen und aquilibriert 
wurden. 100 ul mit Eco RI verdaute und gelinkerte cDNA wurden auf 

20 die Saule aufgetragen. Es wurden 200 ul Portionen mit STE Puffer 
von der SSule eluiert und separat in Eppendorf gef aSen aufge- 
fangen. Die Aktivitat der einzelnen Proben wurde gezahlt 
(Cerenkov) und die Fraktionen mit dem hOchsten zahlergebnis ver- 
einigt. Die Failung der cDNA dieser Fraktionen erfolgte durch 

25 Zugabe von 10 volx 3 M NaAc und 250 volss absolutem EtOH bei -20° C 
Qber Nacht. Die gefailte cDNA wurde 30 Minuten in einer Eppen- 
dorf erzentr if uge bei 15.000 g abzentrifugiert und in sterilem HgO 
zu einer Konzentration von 50 ng/ul gel6st. 
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5) Insertion der mit Eco RI-Enden versehenen cDNA in lam bda qt 11 
Die lambda gt 11 DNA war bereits mit Eco RI geschnitten und mit 
alkalischer Phosphatase dephosphory 1 iert (Clontech RI-Tambda 
gt11, Cat. No. 6331-1) und somit fOr die Li gationsreaktion 
bereit: 

5 

200 ng cDNA 

1 ug lambda gt 11 Arme 

1 ug lOx Ligationspuffer (wie unter IV, 2.) 
ad 10 ul 
10 2.5 U T4 DNA Ligase 

Die Inkubation erfolgte bei 14° C Qber Nacht. 

61 In vftro-packaqinq des Ligationsgemisches erfolgte mit Giga- 
pack Plus (Stratagene, Catalogue No. 200211), 

15 Rasches Auftauen der bei den Extrakte (Sonic extract = SE, vom 
induzierten "prehead donor" BHB 2690; Freeze / Thaw extract = 
PTE. vom induzierten "packaging protein donor" BHB 2688). Der 
gesamte Ligationsansatz wurde zum aufgetauten PTE gegeben und 15 
ul SE dazu pipettiert und mit der Pipette vorsichtig gemischt. 

20 Inkubation fur 2 Stunden bei Raumtemperatur . Danach erfolgte die 
Zugabe von 500 ul Phagenverdunnungspuf f er (500 mg NaCl , 200 mg 
MgSO^, 5 ml 1 M Tris. HCl , pH 7,5). Aufbewahrung der Phagensus- 
pension erfolgte bei 4° C. 

25 7) Vorbereituno der E. coli Y 1090 Wirtszellen 

E. coli Y 1090 (ATCC no. 37196 = E. co77 delta lac.U.169proA**' 
delta Ion araD139 strA hflAISO (chr::Tn10) (pMC9)) wurde auf 
einer LB-amp Platte (1000 ml bestehend aus 10 g Trypton, 5 g 
Hefeextrakt, 10 g NaCl, 15 g Agar-Agar, 100 mg Ampicillin, pH 
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7,5) ausgestrichen und (Jber Nacht bei 37° C inkubiert. Einzelko- 
lonien wurden gepickt und in 4 ml LB-amp-Medium unter Zusatz von 
0,4 X Maltose Ober Nacht bei 37° C inkubiert. Die Ober-Nacht- 
Kultur wurde abzentrif ugiert und in 1 ml lo' mM MgSO^ resuspen- 
5 diert. Diese Zellen waren fOr die Phagenadsorption bereit und 
konnten bei 4° C aufbewahrt warden. 

— Titration der lamb da ot 11 Rekombinant^^n 
Es wurde eine Verdiinnungsreihe der Phagensuspension (nach dem 
10 Packaging) in lOer Schritten angefertigt. Je 100 ul Y 1090 Zellen 
. in 10 mM MgSO^^ wurden mit je 10 ul Phagensuspension der ent- 
sprechenden Verdunnung vermischt. Die PrSadsorption der Phagen- 
partikel an die Wirtszellen erfolgte fUr 20 Minuten bei Raum- 
temperatur. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von: 
15 a) 2 ul Ampicillin (25 mg/ml ) 

b) 10 ul 100 mM IPTG (Isopropyl-beta-D-thiogalaktopyranosid, 
gelost in sterilem HgO) 

c) 10 ul einer 2Xigen X-gal-L5sung (20 mg 5-Bromo-4-chloro-3- 

indolyl-beta-D-galaktopyranosid in 1 ml Dimethylformamid) pro 
20 ml 

d) 4 ml 0,6 % Agarose in HgO (bei 47° C im Wasserbad gehalten) 

Rasches Durchmischen und GieSen der Topagarose erfolgte auf vor- 
gewarmte (37° C) LB-amp-Platten. Die Platten wurden 10 Minuten 
25 bei Raumtemperatur zur Verfestigung der Topagarose stehen gelas- 
sen und anschlieSend bei 43° C iiber Nacht inkubiert. Am darauf- 
folgenden Tag erfolgt die AuszShlung der weiBen Plaques und damit 
der rekombinanten lambda gt 11 Phagen. 
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V) Expression des rekombinanten Proteins und Invnunoscr eening 

Der lambda gt 11 Vektor erlaubt die kontrollierte Expression des 
rekombinanten Proteins in Form eines Fusionsproteins mit der 
5 beta-Gal aktosidase. 

^) AusDlattieren der cDNA-Bank 

Y 1090 Wirtszellen wurden wie oben beschrieben vorbereitet, mit 
Phagen infiziert und auf LB-amp-Platten (Durchmesser 145 mm) so 
10 ausplattiert, daS eine Dichte von 20.000 Plaques/Platte erreicht 
wurde. Die Platten wurden fur 3-4 Stunden bei 43^ C inkubiert, 
bis die Plaques in Erscheinung traten. 

2) Induktion der Proteinexoression 

15 Die Platten mit den Plaques wurden mit Ni t rozell ul osef i 1 tern 
(Durchmesser 132 mm. in 10 mM IPTG getrSnkt und anschlieBend 
. getrocknet) Oberlegt und bei 37*^ C fur 3 Stunden inkubiert (In- 
duktion der Expression). AnschlieBend wurden die Nitrozel lulose- 
membranen, an denen auch die Fusionsprotein adsorbiert waren, 

20 vorsichtig abgezogen. 

3) Immunoscreening 

a) Screening mit Patienten IgE 

25 i) Abwaschen der Agarosenpartikel : die Nitrozel lulosef i Iter 
wurden mit 50 ml GP (50 mM Natriumphosphatpuffer , pH 7,5, 0,5% 
Tween 20, 0,5% w/v Rinderserumalbumin, 0,05% NaN3) uberschich- 
tet und fur 5 Minuten bei 200 rpm auf einem RundschUttler 
geschwenkt. Der Puffer wurde abgeschuttet und der Vorgang 

30 wiederholt. 
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ii) AbsSttigung der freien Bindungsstel len rfolgte mit 25 ml 
GP fur mindestens 30 Minuten bei Raumtemperatur unter leichtem 
Schwenken 

5 iii ) 1 . Antikdrper 
Oas ausgewShlte Serum eines AUergikers, dessen IgE-Antlkdrper 
das Hauptallergen der Birke (Set v 1), ein 17,5 kD Protein, 
erkennen, wurde 1:10 in GP verdQnnt; mit dieser Serumverdiln- 
nung warden die Blots Qber Nacht bei 4° C unter leichtem 
-10 Schwenken inkubiert. 

iv) Waschen der Blots 

3 maliges vorsichtiges Waschen der Blots erfolgte mit je 30 ml 
GP bei Raumtemperatur, wobei beim letzten Waschvorgang die 
15 Blots fur mindestens 30 Minuten mit dem Puffer geschwenkt 
wurden. AnschlieBend wurde der Puffer abgegossen. 

v) Radioaktiver 2. AntikOrper 

26 ml Losung pro Rundf liter bestehend aus: 
.2.6 ml '^^J markiertes anti-human IgE (Pharmacia Int., 
20 300 000 cpm/ml ) 

23,4 ml GP (s.o. ) 
234 ul Gelatine (100 ul/10 ml GP) 

Die Inkubation erfolgte Qber Nacht bei Raumtemperatur unter 
leichtem Schwenken. 

25 

vi) Waschen der Blots 

Die Blots wurden 3x mit je 30 ml GP gewaschen, wobei beim 
letzten Waschvorgang die Pufferlbsung wieder fur 30 Minuten 
uber den Blotsn geschwenkt wurde. 
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vii) Trocknen der Blots und Exposition 

Nach Trocknung der Blots erfolgte der autoradiographische 
Nachweis der lambda gt 11 Klone mit- dem fur Bet v I kodieren- 
dem Insert durch Exposition mit einem Kodak XR R5ntgenfilm fur 
5 72 Stunden bei -70° C, 

b) Screening mit dem monoklonalen Antik5rper BIP 1 

i) Waschen der Blots erfolgte mit 50 ml TBS (50 mM Tris.HCl, 
10 . pH 7,4, 150 mM NaCl , 0,5X Tween 20)) fOr 5 Minuten bei 200 rpm 

auf einem RundschUttler und bei Raumtemperatur . AnschlieQend 
wurde der Puffer abgegossen und der Vorgang 1x wiederholt. 

ii) Absattigen der freien Bindungsstellen mit je 25 ml TBS/PM 
.15 (r 3X w/v Trockenmilchpulver in TBS) fOr mindestens 30 Minuten 

bei Raumteperatur und 200. rpm, 

iii) 1. AntikGrper 

25 ml unverdunnter BIP 1 Hybridomkul turuberstand pro Nitro- 
20 zellulosef ilter: die Inkubation erfolgte bei 4° C Qber Nacht 
unter leichtem Schwenken. 

iv) Das Waschen der Blots erfolgte bei Raumtemperatur 3x mit 
jeweils 30 ml TBS pur, beim letzten Waschvorgang wurde der 

25 Blots mindestens 30 Minuten bei Raumtemperatur geschwenkt. 

v) 2. Antikorper 

Die Blots wurden mit einem anti-Ma.us-IgG Antikorper vom Ka- 
ninchen (Jackson Inc., Md, USA, affinity purified. 1:2000 in 
30 TBS/PM verdunnt) eine Stunde bei Raumtemperatur unter leichtem 
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Schwenken inkubiert. 
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vi) Waschen der Blots 

Es erfolgte ein 3 maliges Waschen mit TBS bei Raumtemperatur, 
5 der letzte Waschvorgang fQr 30 Minuten unter leichtem Schwen- 
ken 

vii) 3. Antik5rper 

26 ml pro Ni trozellulosef i 1 ter: 
10 26 ml TBS/PM 
12 5 

13 u1 J markiertes anti-Kani nchen-Ig von der Ziege 
(Kirkegaard & Perry Labs., London, GB, 300 000 cpm/ml)) 
Die Inkubation erfolgte bei Raumtemperatur unter leichtem 
Schwenken fur 1 Stunde. 

15 

viii) Waschen und Trocknen der Blots 

Es folgte 4-maliges Waschen mit je 30 ml TBS (letzter Wasch- 
vorgang fur 30 Minuten bei Raumtemperatur und 200 rpm auf dem 
20 Rundschuttler ) . Die Blots wurden getrocknet und fQr 72 Stun- 
den wie oben beschrieben exponiert. 

Die optische Detektion der positiven Klone, deren Fusionspro- 
tein in der Lage ist, humanes IgE (Fig. 2) bzw. den monoklona- 
len Antikorper BIP 1 zu binden, erfolgte durch die Schwfirzung 
25 auf den R6ntgenf i Imen. 
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VI) Reklonierunq und Analyse der rekombinanten lambd a at 11 Phaqen auf 
DNA-Niveau 

1 ) Reklonierunq 

5 Aufgrund der hohen Plaquedichten muBten 2 Reklonierungsschritte 
2ur Anreicherung der positiven Klone durchgefuhrt werden. Es 
wurden Phagenstanzen der positiven Plaques und davon Phagensus- 
pensionen angefertigt. Oiese wurden wiederum auf die Konzentra- 
tion der Phagen titriert^ Hit Hilfe des Immunoscreenings wurden 
10 erneut die positiven Klone bestimmt. Es konnte eine Anreicherung 
bis zu 95 % erzielt werden (Fig. 2). 

2) DNA- Analyse 

a) Herstellung eines "liquid lysate" 

15 Ein singularer Plaque wurde in 500 ul 10 mM MgSO^ fur mindestens 
2 Stunden bei 4° C ausgelaugt. 100 ul dieses Phageneluates wurden 
mit 100 ul E. coli Y 1090 Zellen in 10 mM MgSO^ vermischt und 20 
Minuten bei Raumtemperatur zur Adsorption der Phagen an die 
Wirtszellen stehengelassen. Diese Mischung wurde in 50 ml LB- 

20 Medium transf eriert. Die Bakterienzellen wurden bei 32° C bis zu 
einer OD 600 von 0,5-0.6 anwachsen gelassen. AnschlieBend wurde 
die Temperatur der Zellkultur im Wasserbad rasch auf 42^ C ge- 
bracht und fur weitere 20 Minuten im Luf tbadschuttler bei 42° C 
gehalten. Danach wurde die Kultur so lange bei 37° C inkubiert. 

25 bis die Lyse der Bakterienzellen abgeschlossen war. Eventuell 
noch intakte Bakterienzellen wurden durch die Zugabe von 10 ul 
CHCI3 lysiert. Das Lysat wurde 10 Minuten bei 10.000 rpm in einem 
SS-34 Rotor abzentrif ugiert, Der Oberstand, der die Phagenpar- 
tikel enthielt, konnte bei 4° C aufbewahrt werden. 

30 Zu den 50 ml Phagenlysat wurden 10 ul DNAse {5ng/ml) und 25 ul 



wo 90/04025 PCr/AT89/00058 

19 

RNAse (10 mg/ml ) zugegeben und eine Stunde bei 37^ C inkubiert. 
Die Phagen wurden danach 1,5 Stunden bei 30.000 rpm in einem 
Beckmann SW-27 Rotor pelletiert. Das Pellet wurde in 200 ul 50 mM 
Tris.HCl, pH 8,0 resuspendiert . Die Phenolextraktion erfolgte 
5 durch Zugabe gleichen Volumens gepufferten Phenols. Die Suspen- 
sion muSte fur 20 Minuten kriftig geschQttelt und anschlieBend 
fur 2 Minuten abzentrifugiert werden. Die Phenolextraktion war zu 
wiederholen. Zur wSBrigen Phase wurden 200 ul CHCI3 zugegeben, 
gut gemischt und kurz zentrif ugiert. Dieser Vorgang war ebenfalls 
10 zu wiederholen. Durch die Zugabe von 20 ul 3 M NaAc und 600 wo\% 
absolutem EtOH zur wSSrigen Phase wurde die Phagen-DNA bei Raum- 
temperatur prazipi tiert. Nach 10 minutiger Zentrif ugation wurde 
das Pellet mit 1 ml 10% EtOH gewaschen, dann getrocknet und in 
200 ul sterilem resuspendiert. 

15 

b) Restriktionsanalyse 

1 ug lambda gt 11 DNA wurde mit Eco RI verdaut. Da das Insert 
nicht aus dem Vektor geschnitten werden konnte, muSten die beiden 
der Insertionsstel le nSchstl iegenden Restriktionserkennungsstel- 

20 len gewShlt werden: Kpnl und Sad (siehe lambda gt 11 Restrikti- 
onskarte, Fig. 3). Dadurch gelang es, ein 2,8 kb groGes DNA-Frag- 
ment aus dem Vektor zu schneiden (Fig. 4A, Bahn 1; Fig. 4B), das 
zusatzlich zum Insert rechts und links je 1.000 bp an ursprQng- 
licher lambda-Sequenz enthielt (Fig. 4B). Ein Doppelverdau mit 

25 KpnI/Eco RI bzw. Sacl/Eco RI zeigte, daQ tatsfichlich nur eine der 
beiden Eco RI Erkennungssequenzen verSndert worden war, und zwar 
die der Sacl-Schni ttstel le naher liegende. Es wurde auf diese 
Weise ein 1,75 kbp groBes Eco RI - Sad Fragment erhalten (Fig. 
4A, Bahn 3, mit Doppelkaro markiert). Zum Subklonieren in das 

30 Bluescript Plasmid wurde das 2,8 kb KpnI-SacI Fragment verwendet 
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(Fig. 4A, Bahn 1 , 



20 

mi t Karo markiert) . 
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VII) Fusionsprotein und Westernblot 

5 2um Nachweis der biologischen Aktivitat ( IgE-Bindungskapazitat) 
des in lambda gt 11 hergestel 1 ten Fusionproteins dienten folgende 
Methoden: 

1) Herstellunq der Ivsogenen E. coli Y 1089 

10 Einzelkolonien von Y 1089 (ATCC no. 37196 = E. coli delta lac 
U169 proA"^ delta Ion araD139 strA hflA 150 (chr: :Tn10)(pMC9) ) 
wurden in 10 ml LB amp Medium mit 0,4X Maltose inokuliert und 
uber Nacht bei 37° C anwachsen g^lassen. 1 ml dieser Obernacht- 
kultur wurde in 50 ml auf 37° C vorgewarmtem LB amp - Maltose- 

15 Medium transferiert und" bis zu einer OD 600 von 0,5 hochgezogen. 
Danach erfolgte eine Zugabe von 1 volas 1 M MgSO^ zur Kultur und 
eine Aufteilung in 100 ul Portionen. Dazu wurden 50 ul einer 
Phagenverdunnung (1,25 x 10® plaque forming units/ml) pipettiert. 
Die Adsorption der Phagen an die Y 1089 Zellen fand fur 20 Mi- 

20 nuten bei Raumtemperatur statt. Die so infizierten E, coli Zellen 
wurden auf LB amp Platten in einer Dichte von ungefahr 5 Zel- 
len/cm^ ausplattiert. Die Platten wurden uber Nacht bei 32° C 
inkubiert. Einzelkolonien wurden gepickt und auf 2 separate LB 
amp Platten ausgestrichen. Eine Platte wurde bei 32° C und eine 

25 bei 43° C inkubiert. Lysogene Y 1089 Zellen wuchsen bei 32° C, 
aber nicht bei 43° C. 

2) Herstellunq- eines Proteinextraktes aus den Ivsogenen Zellen 
100 ml LB Medium wurden mit einer Einzelkolonie eines rekombi- 

SOnanten lysogenen E. co?7 Y 1089 inokuliert, Man lieQ die Kultur 
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auf eine 00 600 von 0,5 heranwachsen. erhOhte dann die Temperatur 
rasch auf 42° C. Die Kultur wurde 20 Minuten bei 42° C gehalten. 
Die Zugabe von IPTG 2u einer Konzentration von 10 mM fUhrte zur 
Expression des Fusionsproteins. Die Kultur wurde 60 Minuten bei 
537°C inkubiert, die Zellen anschlieSend bei Raumtemperatur ge- 
erntet. Das Zellpellet wurde in 1/30 des ursprOnglichen Kulturvo- 
lumens in Phosphatpuffer (50 mM Natriumphosphatbuffer, pH 7,5) 
resuspendiert und sofort in flOssigem eingefroren. Auftauen in 
einem 37° C Wasserbad fuhrte zu einer kompletten Lyse der indu- 
lOzierten lysogenen Bakterienzellen. 

3) Po1vacrv1amidQ6l6lek troDhQrese (PAGgl und Immunot^l^t. 

Die biologische AktivitSt (IgE-Bindung) des Fusionsproteins wurde 

mittels Westernblot/Immunoblot erfaSt (Fig. 5A, B). Mittels SDS- 

15 PAGE (12xiges homogenes Polyacrylamidgel , 5Xiges Stackinggel) 
aufgetrennte Proteine (500 ug Gesamtproteinextrakt aus rekombi- 
nanten lysogenen E. coli Zellen pro Bahn) wurden im elektrischen 
Feld bei 150 mA Qber 4 Stunden auf eine Nitrozellulosemembran 
transferiert (Transf erpuf fer: 25 mM Tris.HCl, 192 mM Glycin, 20 % 

20 Methanol, pHS.S). Die Nitrozel lulose wurde in Streifen geschnit- 
ten, und freie Bindungsstel len wurden 30 Minuten bei Raumtempera- 
tur mit folgendem Puffer abgesSttigt: 50 mM Natriumphosphat, pH 
7,5, 0,5% Tween 20, 0,5X BSA, 0,0556 NaN3 

25 Der Nitrozellulosetrfiger wurde mit Allergikerserum Qberschichtet, 
welches in dem Puffer verdOnnt war, der dem zur AbsSttigung der 
freien Bindungsstel len verwendeten Puffer entsprach. Zur Bestim- 
mung von allergenspezif ischem IgE wurde das Allergikerserum in 
diesem Puffer 1:4 verdQnnt, zur Bestimmung des a1 lergenspezi- 

30 fischen monoklonalen Antikdrpers (BIP 1) wurden Gewebekul tur- 
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Qberstande von Hybridomzel len unverdunnt eingesetzt. 
Die Nitrozel lulosestreif en wurden jeweils mit dem verdunnten 
Seruni bzw. unverdunnten Oberstand uber. Nacht bei 4*^ C in schau- 
kelnder Bewgung inkubiert. Die so inkubierten Streifen wurden nun 
5 dreimal in den fur die Absattigung der freien Bindungsstel len 
verwendeten Puffer gewaschen. Fur die Bestimmung des allergenspe- 
zifischen IgE wurden die Streifen fur 12 Stunden bei Raumtemper- 
atur mit ^^^J anti-Human-IgE inkubiert. Dieses anti-IgE wurde im 
oben angegebenen Puffer 1:4 verdQnnt, der zusatzlich 20 mM an 
10 Natriumazid war und 0,4 % Gelatine enthielt. 

Nachweis des monoklonalen Antikorpers BIP 1: Es folgte der Zusatz 
der entsprechenden Antiglobul in-Reagenzien (anti-Maus IgG vom 
Kaninchen) verdunnt im oben angegebenen Probenpuffer 1:3.000. Die 

15 Inkubatidnszeit betrug 1 Stunde bei Raumtemperatur , es folgte 
dreimaliges Waschen im Absattigungspuffer . AnschlieBend wurden 
die Nitrozel lulosestreifen getrocknet und auf Papier aufgeklebt. 
Die Menge der gebundenen ^^^J-markierten Antikorper wurde dadurch 
bestimmt, daB die Streifen mit einem Rontgenfilm (Amersham RPN 6) 

20 in einer Kodakkassette mit Verstarkerf ol ie eingelegt wurden. 
Exposition erfolgte bei -70^ C fur 76 Stunden. Die Entwicklung 
wurde mit kommerziell erhaltlichen Entwicklern fur Rontgenfilme 
vorgenommen. Die Ober die radioaktiven Antikorper markierten 
Proteinbanden wurden durch entsprechende Fi Imschwarzung sichtbar 

25 (Fig. 5A,B). 

VIII Subklonierunq des 2.8 kb Fragments Sad - Kpnl 



In der weiteren Folge wurden fur die elektrophoreti sche Iso- 
30 lierung des Insertionsf ragmentes , die den beiden Eco-RI-Schni tt- 
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stellen zunSchstgelegenen Schnittstel len, nSmlich Sad und Kpnl 
gewahlt. Die Abstande zwischen Insert-(Eco RI-) Ende und den bei- 
den Restriktionsendonukleasen Sad und Kpnl betragen auf der 
KpnI-Seite 1020, auf der Sacl-Seite 1060 Basenpaare (siehe 
5 Fig. 4). 



1) Isoli erunq eines DNA-Fragmentes aus einem Agaroseqel 
a) In zwei Durchgangen wurden auf ixigen Agarosegelen folgende 
Verdaue aufgetrennt: 
10 Je 20 ug recombinante lambda gt11-DNA (plus 2,8 kb Insert) 
in 20 u1 HgO 

20 ul 10 X Puffer ("low salt P.": 10 mM Tris, pK 7,5, 

10 mM MgClg, 100 ug/ml BSA) 

60 U Kpnl 
15 160 ul 

Gesamtvolumen: 200 ul 
Die Mischung wurde 3 Stunden bei 37^C inkubiert. Fur den un- 
mittelbar anschl ieBenden Sad-Verdau wurde die NaCl-Konzentration 
durch Zugabe von 2 ul 4 M NaCl in HgO auf 40 mM eingestellt; dies 
20 entspricht annahernd dem fur Sad optimalen "Medium Salt Puffer" 
Mi leu. Hierauf wurden 60 U Sad zugegeben und der Verdau weitere 
3 Stunden bei 37°C inkubiert. 

Die GroSe von 750 bp fur das cDNA-Insert ergab sich aus der Dif- 
25 ferenz der Lange des tatsSchl ichen Fragmentes von 2830 Basen- 
paaren mit der LSnge des aus der lambda gtll Restriktions-Karte 
zu berechnenden KpnI-SacI-Abschni ttes von 2080 Basenpaaren. Das 
erhaltene Fragment wurde nun fur die genauere Charakterisierung 
der klonierten cDNA in ein geeignetes "Mul tipurpose-Plasmid" , 
30 namlich das Bluescript-Plasmid (Fig. 6) zwecks Sequenzierung von 
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zirkularer Doppelstrang- und Einzelstrang-DNA ligiert. 



b) Elution des Fragments 

Die im UV-Licht aufgrund der Ethidiumbromideinlagerung gut sicht- 
5 baren DNA-Banden auf der Hohe von 2,8 kb wurden auf DE81 Whatman- 
Filter, die durch Schlitze den Gelfragmenten auf der Anodenseite 
vorgeschalten wurden, aufgebracht. Die FilterstQcke wurden mit je 
2x 300 ul low salt Waschpuffer (0,2 H NaCl , 10 mM Tris, 1 mM 
EDTA, pH 8,0) gewaschen und dann mit 2 x 300 ul high salt Eluti- 

10 onspuffer (1 M NaCl, sonst wie Waschpuffer) daraus die DNA elu- 
iert. Nach 2maliger Phenol- und Etherextrakti on der wSSrigen 
Phase mit anschl ieGender Ethanolf al lung uber Nacht bei -20*^C 
wurde die DNA pelletiert (15 000 g, 20 Minuten), mit TOXigem 
Ethanol gewaschen, wieder pelletiert (15 000 g, 10 Minuten) und 

15 im Vakuum getrocknet. Die gesamte Menge der eluierten 2,8 kb 
Fragmente beider Gele 'wurde in insgesamt 10 ul Wasser gelbst und 
vereinigt. Ein Aliquot (0,7 ul) wurde zur quantitativen Beurtei- 
lung auf ein IXiges Agarosegel aufgetragen. Die erhaltene Bande 
von 2,8 kb lieB auf eine Gesamtmenge von 200-300 ng fur beide 

20 Fragmente bei einer Konzentrati on von 20-30 ug/ml schlieSen. 
Daher wurde die Ligation in Bluescript als Voraussetzung fur alle 
weiteren Charakterisierungsschri tte durchgef uhrt. 

21 Vorbereitunq des Plasmids fur die Ligation 
25 a) Die Bluescript-Plasmid-Subvarianten M13 SK"*" und M13 SK" 
(Fig. 6) wurden mit Kpnl und Sad verdaut, 

Je 2 ug/2 ul Plasmid (SK"*" bzw. SK") wurden mit je 30 U Kpnl und 
Sad (wie unter VIII 1 a beschrieben) verdaut. 
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b) Ligation in M13 SK"^ und M13 SK" 

Die verdaute Plasmid DNA wurde (wie unter VIII 1 b beschrieben) 
gewaschen, pelletiert, getrocknet und in je 5 ul HgO gelQst. 
Zur Ligation in das Bluescript-Plasmid wurden 
5 2u je 4,8 ul eluiertem und gereinigtem 2,8 kb-Fragment 

5 ul Plasmid (SK"*" bzw. SK") 
2 ul dATP (100 mM) 

2 ul lOx Ligasepuffer (500 mM Tris, pH 7,4, 100 mM MgClg, 
10 mM Spermidin) 
10 0,5 ul T4 DNA Ligase (5 U/ul) 

6 ul HgO 

pipettiert und der Ligationsansatz 3 Stunden bei Raumtemperatur 
inkubiert . 

15 c) Herstellung kompetenter Zellen und Transformation 

FQr die Transformation wurde ein fur das Bluescript-Plasmid ge- 
eigneter E. co/f-Stamm, XLI-Blue (recAI, endAI , gyrA96, thi . 
hsdR17 (rk'mk"^) supE44, relAI, lambda-, lac-, (F'proAB, lac IqZ 
delMIS, TN10)), gewahlt, der eine Selektion Insert-tragendsr 

20 Bluescript-Plasmide durch das beta-Gal aktosidase-bl au-weiB-Farb- 
indikatorsystem ermoglicht (siehe IV 8), 

E. coli XLI Blue wurde mit 100 mM CaCl2 bei 0*^C "kompetent" ge- 
macht: 50 ml einer exponentiel 1 en Kultur (XLI Blue in LB-tet 
(Tetracyclin: 20 mg/1)) wurden bei einer OD von 460 bei 600 nm 
25 pelletiert. Das E. co77-Pellet wurde zuerst in 50 ml eiskaltem 
100 mM CaClg suspendiert, nach einer weiteren Inkubation (20 
Minuten bei 0^) abzentrif ugiert und in 5 ml 100 mM CaClg resus- 
pendiert. Nach 4 Stunden bei 0°C wurde die Transformation durch- 
gef uhrt : 

30 Je 1/5 der beiden unter VIII 2 b beschr i ebenen Li gaseansatze 
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wurde mit 100 ul kompetenter XLI-Blue-Zellen, die anderen 4/5 mit 
200 ul kompetenter Zellen bei 0°C eine Stunde inkubiert. Durch 
inen anschl ieBenden zweiminutigen Hitzeschock der E. co7 7-Bak- 
terien bei 42°C kommt es zu einer Aufnahme der Plasmid-DNA durch 
5 die Bakterienwand. 

Nach Ausplattieren der Transformationsgemische auf LB-tet-Platten 
und 18-24 stundiger Inkubation bei 37°C wurden eine Serie weiBer 
Kolonien aus SK"*" und SK" Transf ormanten in Vorkultur gebracht. In 
einer Plasmid-^Mini "-Preparation nach Methode der alkalischen 
10 Lyse wurde aus diesen Vorkulturen die Plasmid-DNA isoliert und 
anschl ieBend durch KpnI/SacI Kontrollverdau das Vorhandensein des 
2,8 kb Inserts uberpruft, Zwei positive Klone - je eine SK"*" und 
eine SK" Variante (2,8 SK^ bzw. 2,8 SK") - wurden ausgewahlt, urn 
davon eine Plasmid-"Maxi "-Praparation herzustel len.- 

15 

d) Plasmid-"Maxi "-Praparation von 2,8 SK"*" und 2,8 SK" 
Die Plasmidpraparation nach Methode der alkalischen Lyse wurde 
aus 300 ml XLI-Blue-Transf ormanten beimpftem LB-Medium herge- 
stellt. Eine Trennung der Plasmid-DNA von der RNA wurde durch 
20 dif f erentiel le Polyethylenglycol (PEG) Fallung mit anschl ieflender 
Phenol atherextraktion und Isopropanolf al lung vorgenommen. 

IX. Seouenzierung des 2.8 kb Fraqnf>entes mit Seouenase 

25 Fur die Sequenzierung wurden 2 kSuflich erworbene lambda gtll- 
Primer als Ausgangspunkt der enzymatischen Synthese von Komple- 
mentarstrangabschni tten verwendet . 

1.) Ein 15 Basen langes Einzelstrangnukleotid mit der Sequenz 

5' GACTCCTGGAGCCCG 3*. 

30 vom Herstel'ler als lambda gt11-Primer bezeichnet, das 12 
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Basen von der EcoRI-lnsertionsstene entfernt auf dem der 
Sad Schnittstelle zugekehrten lambda gtli-Arm anlagert 
(Fig. 7) 

2.) Ein 15 Basen langes Einzelstrangnukleotid tnit der Sequenz 
5 5'.... G G T A G C C A C C G G C G C .... 3', 

als lambda gtll Reverse-Primer bezeichnet, das 7 Basen von 
der Eco Rl-Schnittstelle entfernt auf dem der Kpnl Schnitt- 
stelle zugekehrten lambda gt11-Arm anlagert (Fig. 7). 

10 bamit war die MSglichkeit gegeben.das Insert von beiden Seiten 
her jeweils komplementSr zu sequenzieren, und dadurch die gesamte 
Nukleotidsequenz des Fragmentes zu erhalten. Die gereinigte Plas- 
mid-DNA von 2.8 SK* und 2.8 SK" wurde nach Pel letierung. Waschen 
in 75Xigem Ethanol und Repel letierung in 10 ul Wasser geldst. und 

15 ein Aliquot von i ul davon zur Mengenbestimmung auf einem Gel 
aufgetragen. Demnach war die Konzentration der DNA 1-2 ug/ul. 

SeQuenzierprotoknll • 

20 1 ■ ) Annea ling Reaktinn 

Anneal ing-Ansatz: Gesamtvol . 10 ul 
2 ul Plasmid-DNA (1-2 ug/ul) 
2 ul HgO 

2 ul Sequenzierpuffer (200 mM Tris, pH 7,5, 100 mM MgClg, 

250 mM NaCl) 
1 ul Primer (0,67 pMol/ul) 
Die Annealing Mixtur wurde in eine Glaskapillare auf genommen. die 
beidendig zugeschmol zen wurde. Diese wurde 5 Minuten im kochenden 
wasser behandelt. dann rasch in -70=>C kalten Alkohol getaucht. 
30 dort 5 Hinuten belassen. danach auf 65°C gebracht und dann lang- 
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sam auf 35*^C abgekuhlt, Diese Prozedur bewirkt eine Trennung der 
Doppelstrang und Anlagerung der Primer. 

Es wurden 4 Annealing AnsStze hergestellt, je 2 mil Primer und 
5 Reverse-Primer. 

2) Labelling Reaktion 

Fur die Labelling Reaktion-wurde die "Labelling Stock-Losung" so- 
wohl fiir die Primer- als auch fur die Reverse -Primer-Sequen- 

10 z.ierung 1:2 bzw. 1:10 verdunnt. Die 1:2-und 1:10-Ansatze beziehen 
sich auf die relative Menge der desoxy (d)Nukleotide im Gemisch. 
Die 1 : 10-Verdunnung wurde fOr kurze Strangstucke zur besseren 
Auflosung der Anf angssequenzen verwendet, die 1 : 2-Verdunnung fur 
langere Strangstucke. 

15 Labelling Stock-Losung: 7,5 uM dGTP 

7,5 uM dCTP 
7,5 uM dTTP 

Labelling Ansatz: 

Die 4 Annealing Ansatze wurde aus den Kapillaren in Reaktionsgs- 
20 fSBe eingebracht. 

Zu je 10 ul Anneal ingmixtur wurden 

1 ul 0,1 M Dithiothreit (DTT) 

2 ul dNukleotidverdunnung (je 1:2 und 1:10 fiir Primer und 
25 Reverse-Primer) 

0,5 ul ^^P-alpha-dATP (1 mCi/ml) 

2 ul Sequenase (1:8 in TE verdunnt) 
zugegeben, gut gemischt, und die 4 Ansatze bei Raumtemperatur 
5 Minuten inkubiert. 
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3) Terminat ionsresktion 

Pro Ansatz wurden 4 Reaktionsrohrchen (A, G, C, T) mit je 2,5 u1 
"termination mix" (8 uM jedes didesoxy (dd) Nukleotids) auf 37°C 
gebracht. In diese wurden je 3,5 ul aus der entsprechenden Label- 
5 ling-Reaktionsansatze pipettiert, was zu einem Einbau der 
ddNukleotide fOhrt und damit die Strangveriangerung beendet. Die 
Reaktion wurde nach einer 5 minlitigen Inkubation bei 37°C durch 
Zugabe von je 4 ul einer StopplBsung (98, 5X Formamid, 0,05X Brcm- 
phenolblau, 0,05X Xylencyanol, 0,5x TE, pH 8) beendet. Die Proben 
10 wurden bis zum Auftragen auf das Gel, dem eine 2 minOtige Erhit- 
zung der Proben auf 75 bis 85°C zur Strangdenaturierung voraus- 
geht, bei -20°C aufbewahrt. 

41 Das Seouenziergpl 
15 97,5 ml exige Acrylsmid (AA) StammlSsung 

2,5 ml 20x TBE Puffer (1 M Tris, pH 7,5, 1 M Borat, 20 mM EDTA) 
220 ul Amoniumpersulfat (APDS), 25Xig in HgO 
50 ul Tetramethylethylendiamin (TEMED) 
(6Xige AA-Stamm-LSsung : 
20 57 g Acrylamid, 
3 g Bisacrylamid, 
481 g Harnstoff) 

Vor dem GieSen des Gels waren die Glasplatten 3x HgO, 3x Alkohol 
gereinigt worden und eine der Platten 2x mit je 5 ml Silanisier- 
25 lOsung (2Xiges Dich-crmehtylsilan . in Chloroform) abgerieben wor- 
den. Das Gel polymerisierte Uber Nacht bei Raumtemperatur. 



Das Gel wurde 1 Stunde vor Probenauf traaung bei 2000 Volt unter 
Spannung gesetzt, um eine fUr die DNA-Naturierung notwendige 
30 Temperatur von mindestens 50°C zu schaffen. Die Proben wurden 2 
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Minuten auf 80°C erhitzt, die Geltaschen gut ausgespUU, um Harn- 
stoffpolymerisate zu entfernen. Die Ansatze mit der 1:2 ver- 
dOnnten dNukleotid "Label ling-Mixture" wurden auf je 2 4-bahnigen 
Durchlaufen (AGCT) aufgetrennt. Zwischen diesen Durchlaufen lag 
5 die Zeitspanne zwischen Auftragen und Auslaufen des Blaumarkers 
und einer weitere Stunde. Nach weiterem 2maligen Auslaufen des 
Blaumarkers wurde die 1:10 Verdunnung wie oben auf 4 Bahnen auf- 
getragen und laufen gelassen, bis der Blaumarker den unteren Rand 
des Gels erreicht hatte. Pro Tasche wurden 2 ul aufgetragen. die 
10 Spannung betrug 1500-2000 Volt. Nach Beendigung der Elektropho- 
rese wurde das Gel auf Whatman DEAE- Papier aufgebracht. bei 80°C 
im Vakuum getrocknet und ohne Verstarkerfolie exponiert.. 

5^ Analyse der Seauenzdaten 
15 Die sich aus dieser ersten Sequenasereaktion ergebende Sequenz 
des Inserts was bereits bezuglich der Lange fast vollstandig. da 
die Oberlappung im mittleren Abschnitt des Inserts vcn beiden 
Seiten her gelesen werden konnte (Fig. B). Nach einer Restrik- 
tionsanalyse der bereits vorhandenen Sequenzierdaten wurden 

20 einige wichtige singulars 6-Basenschnittstel len ausgewahlt. um 
eine Subklonierung der entsprechenden Fragmente mit anschlieSen- 
der Subsequenzierung vorzunehmen. Dies war notwendig, weil die 
vorhandene Sequenz noch Unklarheiten aufwies. WidersprQchl ich- 
keiten zwischen komplementSren Strangabschnitten zeigte. bzw. 

25 Lucken im Anf angsbereich bei der Insertenden. Die ausgewahlten 
Schnittstellen waren: 



1. ) Bel I 

2. ) Bgl II 
30 3 . ) BamH I 



T G A T C A 
A G A T C A 
G G A T C C 
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Diese drei Stellen weisen untereinander die praktische Beziehung 
auf, daS sie dieselbe mittlere Basenfolge ,.GATC.. aufweisen und 
nach Restriktion einen 4 BasenOberhang bilden. Daher sind mit 
diesen Enzymen geschnittene Fragmente untereinander ligierbar. 

5 

6) Verif izierunq der vorhandenen Paten 

In Kontroll verdauen wurde die Richtigkeit der Sequenz der Bgl II 
und BamH I Schnittstelle durch Gelelektrophorese {^% Agarose) 
bestatigt. Sowohl 2,8 SK"*"- als auch 2,8 SK*-Fragmente wurden mit 

10 den Enzymkombinationen KpnI/Bgl II, Eco RI/Bgl II bzw. BamH I/Eco 
RI verdaut. Die erhaltenen Fragmente von ca, 1400 bp, 380 bp bzw. 
350 bp waren mit den aus der Genkarte von SK bzw, vom 2,8 kb 
Fragment errechneten Bandenlangen kompatibel. Abweichungen von 
±30 Basenpaaren waren aus Grunden der Sequenzunvollstandigkei t 

15 noch mbglich. 

2ur Bestatigung der erhaltenen Sequenzi erdaten bzw. Korrektur 
der Unklarheiten wurden nun folgende Versuchsanordnungen durchge- 
fuhrt: 

20 

X. Seque nzi erunq von Subf ragmenten des 2,8 kb Fragmentes nach 
Maxam & Gilbert 

11 ^^ P von Subf ragmenten nach Bgl II Verdau 
25 Prinzip: Durch Bgl II Verdau entstehen zwei 5 ' -Qberhangende 
Enden. 5' . . A. ,GATCT. ,3* . Diese werden von der reversen Transkrip- 
tase (RT) als Ausgangspunkt fur eine ^^P-alpha-dATP Markierung 
von 5'nach 3* verwendet. Anschl ieBendes Nachverdauen mit Sad 
ergibt 2 radiosktiv markierte Fragmente. 
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1. ) Ein kurzes Bgl II / Sacl-Fragment von ca. 1400 bp 

2. ) Ein langes von Bgl II ausgehend, das Restplasmid umfassende 

Fragment von ca. 4300 bp. 

5 Bgl II Verdau von 2,8 SK"*": Ges. vol 200 ul : 10 ug DNA wurden mit 
high salt Puffer (10 mM Tris, pH 7,5, 10 mM MgClg, 100 mM NaCl 
und 100 ug/ml Rinderserumalbumin) und 60 U Bgl II bei 37°C Qber 
Nacht verdaut. Der Verdau wurde phenolisiert (1/4 vol 
Phenol/Tris saturiert) 2x mit Ether extrahiert und mit Isopropa- 

10 nol gefallt. Nach Pelletierung, Waschen der Pellets in TOXigem 
Ethanol und Repel letierung wurde die DNA in 20 ul HgO gelost. 
^^P-Markierung der beiden Bgl II Enden: Ges. vol 50 ul 
20 ul DNA (1 ug/ul) 
5 ul lOx RT Puffer 

15 3 ul ^2p-alpha-dATP (ImCi/ml) 
5 ul dGTP (10 mM) 

1 ul BSA (50 mg/ml) 

2 ul RT (20 U/ul) 
14 ul 

20 Das Gemisch wurde 1 Stunde bei 25^C inkubiert. 

AnschlieBend wurde mit Sad nachverdaut. Dazu wurde der RT-Ansatz 
auf eine Konzentration von 10 mM Tris und 10 mM MgClg eingestellt 
und damit Sacl-kompatibel gemacht. Der Verdau wurde eine Stunde 
25 bei bei 37°C inkubiert. 

Die Elution der beiden Fragmente wurde nach unter VIII 1 
beschriebener Vorschrift aus einem Agarosegel durchgef uhrt. Nach 
Phenolisierung und 2-maliger Etherextraktion der waBrigen Phase 
30 erfolgte die Auf tei lung der beiden Eluate auf je 5 Reaktionsge- 
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faBe mit anschl ieBender Ethanolf al lung tier markierten Fragmente 
bei -70^C. 



2) Seauenzier ung nach Maxam & Gilbert 

5 

a) Sequenzierprotokoll 

Die DNA-Fragmente (kleines Fragment: ca. 1400 bp, groQes Frag- 
ment: ca. 4300 bp) wurdeh mit 705i$igem Ethanol gewaschen und 
pelletiert (je 5 Pellets/Fragment) und nach Maxam & Gilbert se- 

10 quenziert. Nach Beendigung des Sequenziervorganges warden die aus 
den 5 AnsStzen (G, G+A, C+T, c, A+C) erhaltenen Pellets einzeln 
nach Cerenkov gemessen und danach in unterschiedl ichen Volumina - 
mindestens jedoch 12 ul - Formamid-stop-Puf fer gel5st, sodaS 
jedes Gemisch gleich vie! Radioaktivi tat/ul aufwies. Die fertigen 

15 Proben warden bei -20^C aufbewahrt. 

b) Sequenzgele 

Durch Auftragen auf Polyacrylamid {PAA)/Harnstof f-Gele mit uriter- 
schiedlicher AA-Konzentrati on (6 %ig bzw. 20 Xig) wurde eine 
20 bessere Auflosung in den Anfangssequenzen erreicht. 

20 Xiges Gel fur 60 ml: 20 % AA stock: 197 g AA 

1,5 ml 20x TBE Puffer, 3 g BisAA 

58,5 ml 20 Xige AA stocksolution 481 g Harnstoff 

25 90 ul 25Xiges APDS (Ammoniumperoxodisulfat) 

40 ul TEMED (N,N,N' ,N'-Tetramethylethylendiamin) 

2 ul pro Bahn jedes Ansatzes wurden 2 Minuten auf 80^C erhitzt 
und anschl ieSend auf die Gele aufgetragen. Am 6Xigen Gel wurden 
30 die Proben - kleines und groBes Fragment nebeneinander gefuhrt - 
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in 3 funfbahnigen (G, G+A, C+T, C, C+A) Durchlaufen bei 2000 
Volt aufgetrennt. Zwischen den Durchlaufen lagen beide Male die 
Zeitspanne bis zum Auslauf des Blaumarkers plus eine Stunde. Am 
20 xigen Gel wurde nur jeweils ein funfbahniger Durchlauf aufge- 
5 trennt, bis der Blaumarker in der Gelmitte angelangt war, 

c) Auswertung der aus der Maxam & Gilbert Sequenzierung erhalte- 
nen Daten 

Durch diesen zweiten Sequenzierdurchgang konnten die Lucken an 
10 den Insertenden ergSnzt und ein groBer Teil der Unklarheiten 
beseitigt werden. 

XI. Weitere Subklonierungen als zusatzliche Kontrolle 

15 ^) isolierunQ eines BamHI/HincII-Fragmentes mit Subklonierung und 
Einzelstranseauenzierunq durch Seouenase. 

Das Ziel war es, die Veranderung der nicht schneidbaren Eco RI- 
Schnittstelle genau zu beschreiben. Deshalb wurde eine singulare 
20 Hincll-Schnittstelle ausgewahlt, die 125 Basen auQerhalb dieser 
Eco Rl-sehnittstel le entfernt auf dem der Sacl-Schnittstelle 
zugewandten lambda-gtl 1-Arm liegt. 
a) BamHI/HincII Verdau 

i) von 2,8 SK"**: 3 ug DNA wurden mit je 15 U BamHI und 
25 Hindi in high salt Puffer (HS) verdaut, 

ii) von SK"^ und SK": je 2 ug SK"*" bzw. SK" wurden von je 10 U 
BamHI und Hindi in HS Puffer verdaut. Die Inkubation er- 
folgte bei 37°C uber Nacht. 
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Nach Gelelektrophorese wurde das BamHI/HincII Fragment eluiert 
(s. unter VIII 1 b). Eine Halfte des Eluates wurde mit dem SK"*"* 
Verdau, die andere HSIfte mit dem SK"-Verdau vereinigt, und beide 
DNA-Gemische mit Ethanol gefallt. 

5 

b) Nach Pelletierung der beiden DNA Fallungen erfolgten Ligation 
und Transformation in XLI blue (wie unter VIII 2 b und c be- 
schrieben). 

10 2.1 Isolierunq eines Eco RI/BqI II-Fragmentes mit Subklonierung 
und Fi nzel strangseouenzierunq durch Seouenase 

a. ) Eco RI/Bgl Il-Verdau 

i) von 2,8 SK**": 12 ug 2,8 SK"*" DNA wurden mit je 60 U Eco urid 
15 Bgl II in HS Puffer verdaut 

ii) Von SK"^ und SK": je 2 ug SK"^ bzw. SK" wurden von 10 U 
BamHI und 10 U Bgl II in HS Puffer verdaut. Die Inkubati- 
onen wurden uber 3 Stunden bei 27°C durchgef Qhrt . 
Die zu i ) korrespondierenden Verdaue von SK"*" und SK~ wurden mit 
20 Eco RI und BamHI durchgefuhrt (das Bl uescr i ptpl asmid besitit 
keine Bgl II Schni ttstel 1 e am Polylinker). Oabei wurde die 
Ligierbarkei t der beiden pal indromi schen Schni ttstel 1 en ver- 
wertet. 

Nach Gelelektrophorese wurde das Eco RI/Bgl II Fragment eluiert 
25 (wie unter VIII 1 b) und mit den Eco RI/BamHI verdauten SK**"- und 
SK~-Plasmiden (wie unter XI 1 a beschrieben) mit Ethanol gefallt. 

b. ) Ligation und Tansf ormation erfolgten vie unter VIII 2 b und c 
beschrieben. 
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Verjf izierunq der in XI 1 und XI 2 durchgef uhrten Transforma- 
tionen . 

Durch Plasmidpreparation nach Methode der alkalischen Lyse wurde 
aus den Transformanten beider Ligationen die Subf ragment-tragen- 
5 den SK"*"- und SK"-B1uescript-Plasmide isoliert. 
Kontrollverdaue der Rekombinanten: 

1. ) BamHI/HincII zur Bestatigung der BamHI/HincII-Insertion 

2. ) Eco Rl/Xbal zur Bestatigung der Eco RI/Bgl Il-Insertion 

(die Bgl Il-Stelle war durch Ligierung mit der BamHI- 

10 Schnittstelle nicht mehr schneidbar) 

Beide Verdaue wurden auf Agarose-Gelesen aufgetrennt, Dadurch 
konnten Ligation und Transformation beider Subf ragmente in SK"^ 
bzw. SK" dokumentiert werden. Gleichzeitig konnten die Ausgangs- 
klone fQr die Einzelstrangsequenzierung nach qualitativen und 

15 quanti tati ven Kriterien ausgewShlt werden. 

3) Einzel stranQseouenzierunq von Bluescriot-DNA-Subf ragmenten 

a) Herstellung von Einzelstrang-ONA durch Helfer-Phagen 
20 Je ein SK"*" und SK" Subklon mit dem BamHI/HincII- bzw. dem Eco 
RI/Bglll-Fragment wurde in 2,5 ml Vorkultur (LB/amp/tet) uber 
Nacht bei 37^C vermehrt. Daraus wurden mit je 50 ul wieder 2,5 ml 
LB beimpft. Nach 30 Minuten bei 37°C wurden je 10 ul des Blue- 
script- Helferphagen R408 mit einem Titer von 5,5 x 10(10) plaque 
25 forming units/ml zugegeben und die 4 Kulturen 8 Stunden bei 37^C 
geschuttelt. AnschlieGend wurden je 1,2 ml in Reaktionsrohrchen 
transferiert und 15 Minuten bei 15 000 g zentrif ugiert. Die Ein- 
zelstrangvarianten der Insert-tragenden Plasmide 

Eco RI/BamHI SK"*" ligiert mit Eco RI/Bgl II-Fragment 
30 Eco RI/EamHI SK" ligiert mit Eco RI/Bgl II-Fragment 



wo 90/04025 PCr/AT«9/00058 

HincII/BamHI SK"*" ligiert mit HincII/BamHI-Fragment 
HincII/BamHI SK" liegiert mit Hi ncII/BamHI-Fragment 
waren nun im Oberstand und wurden mit 300 ul Polyethylenglycol 
(20Xigem PEG 6000 in 3,5 M Ammonacetat) gefallt. Nach 15 Minuten 
5 bei Raumtemperatur erfolgte Pelletierung und LQsen der Einzel- 
strang DNA in 300 ul TE Puffer. Nach Phenol- und 2maliger Ether- 
extraktion der wfiSrigen Phase erfolgte die EthanolfSllung unter 
Zusatz von 50 wo]% 7,5 M Ammonacetat bei -70°C. 

Als Primer fur das Ei nzelstrangsequenzieren mit Sequenase wurden 
2 kSufliche 01 igonukleotide verwendet, die Abschnitten des Blue- 
script-LacZ Gens zu beiden Seiten des Polyl inkers entsprechen. 

1.) T3-Primer: ein 17 Basen langes 01 igonukleotid mit der Sequenz 

15 5' A TTAACCCTCACTAAAG 3' 

auf der Sacl-Seite des SK LacZ-Genes dem Polyl inker vorge- 
schaltet, fur die Primingreaktion mit den SK"-Rekombinanten 
(Fig. 9). 

2C 2.) T7-Primer: ein 17 Basen langes 01 i gonukleotid mit der Sequenz 

5* AATACGACTCACTATAG 3' 

auf der KpnI-Seite dem Polylinker vorgelagert, fur die 
Primingreaktion mit den SK'*'-Rekombinanten (Fig. 9). 

25 c) Sequenzierprotokol 1 

Die Einzelstrang DNA wurden nach der PEG-Behandlung mit 70Xigem 
Ethanol gewaschen, pelletiert und in 10 ul H2O gelost. Nach Gel- 
kontrolle von Aliquoten (1 ul ) wurden je 7,5 ul DNA mit etwa 400- 
600 ng/Ansatz in die Anneal ingreaktion eingesetzt. Die dNukleo- 

30 tidverd'jnnung fur die Label! ingreaktion wurde mit 1,5 (dNukleo- 
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tid-Stammlosung in H2O) angesetzt, die Markierung erfolgte mit 
^^P-alpha-dATP. Al1e weiteren Schritte waren identisch mit den 
bereits in der ersten Sequenasesequenzierung beschriebenen. Die 
Terminationsgemische wurden in je 2 vierbahnigen (ACGT) Durch- 
5 laufen, zwischen denen jeweils die Zeitspanne fur das zweimalige 
Auslaufen des Blaumarkers lag, aufgetrennt. Es wurde ein 6 Xiges 
Gel verwendet. 

d) Auswertung der nach diesem dritten Sequenzierdurchgang erhal- 
10 tenen Daten. 

Die durch die Einzelstrang-Sequenzierung durch Sequenase nunmehr 
vollstandige dreifach kontrol 1 ierte Nukleotidsequenz des Haupt- 
allergens der Birke Bet v I ist Fig. 10 zu entnehmen. 

15 

Die Lange des cDNA Inserts betragt 727 Basen (Fig. 10). 
Die Basen 1-11, d,h. die Basen bis zur Schnittstelle der (T-dele- 
tierten) Eco Rl-Stelle an den Positionen 11-15, und die Basen 
739-744. d.h. die Basen von der Schnittstelle der (intakten) Eco 
20 Ri-stelle bis zum Sequenzende, stammen vom Phagen lambda gtl 1 . 

1) Der kodierende Abschnitt 

Die fCjr Bet v I kodierende Sequenz ist in Fig. 10 durch Beginn 
25 und Ende der zur Nukleotidsequenz parallel laufenden AminosSure- 
sequenz gekennzeichnet . Das kodierte Protein weist ein errech- 
netes MG von 17.570 auf. Die Sequenz beginnt mit dem fur die 
Aminosaure (AS) Methionin kodierenden Basentriplett ATG (Position 
65-57) und endet mit dem Basentriplett TAA (Position 545-547). 
30 Diese beiden Tripletts sind durch den genetischen Code als An- 
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fangs- und Endcodons definiert. Von ATG bis TAA ist der Lese- 
rahmen of fen. 

Die aus dieser Nukleotidsequenz erhaltene Proteinsequenz stimmt 
5 Qberein mit der AS-Sequenz des Proteins Set v I, das bis zur AS 
35 vom N-Terminus sequenziert wurde. 

Die Basentripletts von Position 311 bis Position 319 kodieren fOr 
die AS: Asn-Tyr-Ser. Es handelt sich bei diesem AS-Triplett um 
10 eine potentielle Glykosyl ierungsstelle. 

Die DNA-Sequenz von Bet v I zeigt hohe Homologie mit einem 
Krankhei tsresistenz hervorruf enden Gen der Erbse, wie dies 
bereits in der Einleitung erortert wurde, 

15 

2) Nicht-kodierende Abschnitte 

a) Der nicht-kodierende Abschnitt von Base 12 bis Base 64 

Die Ver&nderung der Eco Rl-Stelle an Position 11 wurde durch eine 

20 Deletion eines Thymidin hervorgeruf en. 

Bei den unmittelbar dem Startcodon vorangehenden Basen: GCC ATC 
ATG handelt es sich um eine in der Literatur beschriebene Signal- 
sequenz, wobei das in minus-3-Position stehende A konstant ist, 
die anderen Basen aber differieren k5nnen (Lutcke et al . , EHBO J, 

25 6, 43-48. 1987). 

b) Der nicht-kodierende Abschnitt von Base 548 bis 744 

Das Ende der cDNA ist durch eine pol y-Adeny 1 sequenz von 29 A 
charakterisiert . 

30 Die Basensequenz von Position 593-698 AAT AAA ist als eine fur 
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AO 

die Polyadenylierung wesentliche Konsensus-Signalsequenz in dei 
Literatur beschrieben (M. Birnstiel et al . , Cell 41, 349, 19..). 
Aus obi gen Daten geht hervor: 

Es wurde die gesamte mRNA Qber cDNA kloniert. Der Leserahmen is 
5 often. Es handelt sich bei oben angefuhrter Sequenz urn das volV 
standi ge Gen des Proteins Set v 1. 
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Zusammenf assende Legenden zu den beiliegenden Ficuren 



Fig. 1 . RNA-Charakterisierung auf 6% Polyacrylamid - 50% Harn- 
stoffgel. M: Marker. 1-5: unabhangige RNA Isolationen aus mfinn- 
lichen Inf loreszenzen. 

Fig, 2. Detektion positiver Insert-tragender Klone mittels IgE- 
Antikdrpern aus Allergikerseren. 

1) 1, Detektionsschritt: 2 positive Klone (Pfeil) wei tergezogen 

2) Reklonierung der positiven Klone 



Fig. 3. Restriktionskarte des Phagen lambda st11. Pfeil (mit 
Stern) markiert die Insertionsstel le fur die cDNA. 

15 

Fig, 4 A. 

1) lambda gt1 1 DNA mit Insert (KpnI/SacI-verdaut) : 2,8 kbp 
KpnI/SacI-Fragment (Karo), 

2) lambda gt11 DNA ohne Insert CKpnI/SacI-verdaut ) : 2,08 kbp 
20 Kpnl/Sacl-Fragment (Karo). 

3) lambda gtll DNA mit Insert (Sacl/Eco Rl-verdaut): 1,06 kbp 
Sacl/Eco RI-Fragment ( Doppel karo) , 

4) lambda gtll DNA ohne Insert (Sacl/Eco Rl-verdaut): 1,8 kbp 
Sacl/Eco RI-Fragment (Doppelkaro) , 

25 5) lambda Wildtyp-DNA PstI verdaut. 
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Fig. 4 B. Ausschnitt aus dem lambda gt11 Genom mit dem cDNA- 
Insert, den beiden Eco Rl-Schnittstellen (die der Sacl-Stelle 
nah r liegende ist deletiert) und den f lankierenden Kpnl- und 
Sacl-Schnittstellen. Der Anteil des lac Z-6ens ist durch Punkte 
5 unterlegt. 

Fig. 5« Western-/Immunoblot 

A) Immunoblot mit Allergikerserum; Detektion mit ^^^J-anti IgE. 

1) Proteinextrakt aus E. coli Y 1089 

10 2) Proteinextrakt aus £. coli Y 1089 infiziert mit lambda gt11 
ohne Insert 

3) Proteinextrakt aus E. coli Y 1089 infiziert mit lambda gt11 

Insert-tragend (Klon HB6) 
A) Proteinextrakt aus E. coli Y 1089 infiziert mit lambda gtl1 
15 Insert-tragend (Klon HB8) 

5) Birkenpollenextrakt BP VIII D 

B) Immunoblot mit monoklonalem Antikorper Bip 1; Detektion mit" 
anti-Maus IgG (Kaninchen) und ^ ^^J-anti-Kaninchen Ig. 

20 1) Proteinextrakt aus E. coli Y 1089 

2) Proteinextrakt aus E. coli Y 1089 infiziert mit lambda gt1l 
ohne Insert 

3) Proteinextrakt aus E. coli Y 1089 infiziert mit lambda gt11 
Insert-tragend (Klon HB6) 

25 4) Proteinextrakt aus E. coli Y 1089 infiziert mit lambda gt11 
Insert-tragend (Klon HB8) 
5) Birkenpollenextrakt BP VIII D 
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des Plasmides 



PCT/AT89/00058 
pBluescript SK(+/-). 



Fiflt 7. Ausschnitt aus dem 2,8 kb-Fragment zgr Darstellung des 
cDNA-Inserts mit lambda gt1 1-Sequenzier-Primern; die Pfeile 
5 weisen in Syntheserichtung. 

PiSi Autoradiographie des Sequenziergels nach der ersten Se- 
quenzierung des cDNA-Inserts mit Hilfe der 1ambda-gt1 1-Primer 
und Sequenase; radioaktives Isotop: ^^P, 

10 

£i2-! L:- Ausschnitt aus dem lacZ-Gen des Bl uescri ptpl asmi ds . 

Dargestellt ist der Bereich vom T7-Promotor bis zum T3-Promotor. 

Dazwischen liegt der Polylinker. Anfangs und Ende der beiden 
*- 

Primer sind'durch Pfeile angedeutet'. 

15 

^iq- ^0' Darstellung der endgultigen Sequenz des cDNA-Inserts . 
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Patentanspruche : 

1. Verfahren zum Screenen einer Expressions-cDNA- 
KlonbonK zur Auffindung von PolynuKleot iden , die in ihrem 
offenen Leserahmen fur Proteine Kodieren, deren 
biologische AKtivitat als Allergene den in der Natur 

5 vorKommenden Pf lanzenal lergenen entsprechen, dadurch 
geKennzeichnet , dap die in der Expressions-cDNA-KlonbanK 
exprimierten Proteine mittels aus Al lergikerseren 
stammender IgE-Ant ikorper iden t if iziert werden. 

2. Abwandlung des Verfahrens nach Anspruch 1, 
10 dadurch geKennzeichnet, dap die exprimierten Proteine 

mittels poly- oder monoKlonaler AntiKbrper ident if iziert 
werden. - r 

3. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch 
geKennzeichnet, daP die biologische allergene AKtivitat 

15 des Proteins durch aus Al 1 ergiker seren stammende 
IgE-Ant ikbrper nachgewiesen wird. 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, 
dadurch geKennzeichnet, dap das Protein als Allergen 
durch die biologische allergene AKtivitat des Proteins 

20 durch monoKlonale AntiKbrper, z.B. Bip 1, Bip 4, 
ident if iziert wird. 

5. Verfahren zur Herstellung eines im Verfahren nach 
Anspruch 1 oder 2 einsetzbaren ReaKtanten, dadurch 
geKennzeichnet, dap das fiir das identif izierte Protein 

25 Kodierende PolynuKleot id in lambda-g t 11 -Phagen inseriert 
wird . 

6. Verfahren zur Herstellung eines im Verfahren nach 
Anspruch 1 oder 2 einsetzbaren ReaKtanten, dadurch 
geKennzeichnet, daP das fur das iden t if iziert e Protein 

30 Kodierende PolynuKleot id in das Plasmid "Bluescript SK 
C+/-)" inseriert wird. 
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7. Verfohren noch Anepruch 5 oder 6, dodurch 
gekennzeichnet . daP der erzeugte VeKtor in einem 
Binzelligen MiKroorganismus , insbesondere E.coli, zur 
Expression gebracht wird. 
5 B. Polynukleotid, das nach dem Verfahren nach 

Anspruch 1 oder 2 gescreent wurde, dadurch gekennzeich- 
net, da@ es fiir die durch die Sequenz festgelegten 
allergen wirksamen Epitope des Proteins kodiert, wobei es 
den in Fig. 10 wiedergegebenen Aufbau aufweist. 
^0 • 9- Polynukleotid nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 

zeichnet, da3 es die in Fig. 10 wiedergegebene Sequenz 
Oder Teilsequenzen daraus aufweist. 

10. Polynukleotid nach Anspruch 6 oder 9, dadurch 
gekennzeichnet, daP es eine der mit der Sequenz gema3 

15 Pig. 10 unter stringenten Bedingungen hybr idi sierende 
Sequenz aufweist und fiir das nach dem Verfahren gemap 
Anspruch 1 identif iziert e Protein kodiert. 

11. Polynukleotid nach Anspruch 8 oder 9, dadurch 
gekennzeichnet, daP es eine durch Degeneration der 
Sequenz gemap Fig. 10 abgeleitete Sequenz . aufwei st und 
fiir das nach dem Verfahren gemap Anspruch 1 identif izier- 
te Protein kodiert. 

12. Verfahren zur Behandlung von Pflanzen. dadurch 
gekennzeichnet, daP 

a) eine DNA-Sequenz, wie sie in Fig. 10 wiedergege- 
ben ist, Oder 

b) eine mit dieser Sequenz unter stringenten 
Bedingungen hybridisierende und fiir ein in Fig. 10 
wiedergegebenes Protein codierende Sequenz, oder 

c) eine durch Degeneration der Sequenz gemap Fig. 10 
abgeleitete Sequenz 

in das Genom der Pflanze zur Expression eines unter 
Stressbedingungen bzw. bei Kontakt mit Pf 1 an ze npa t hogenen 
Resistenz bewirkenden Proteins eingefuhrt wird. 



20 



25 



30 
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